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(54) Title: PROTEIN HUMAINE p-TrCP 
(54) Titre: PROTEINE HUMAINE /?-TrCP 
(57) Abstract 

The invention concerns the human ^-TrCP for homing proteins towards pathways degraded by proteasome capable of interacting with 
the HIV-1 virus Vpu protein, with IkB and ^^atenin cell proteins and with the Skpip cell protein, and its peptide fragments and the nucleic 
acid sequences codmg for said proteins and its fragments. The invention also concerns the human ^-TrCP protein or its peptide fragments 
for screenmg HIV-1 antiviral agents, and antitumoral agents and anti-inflammatory agents, the antitumoral agents, the anti-inflammatory 
agents and the antibodies directed against said protein and its peptide fragments. 

(57) Abrege 

La presente invention conceme la prot^ine humaine ^-TrCP de ciblage des proteines vers les voies de degradation par le proteasome 
qui est capable d^inieragir avec la prot6ine Vpu du virus HlV-1, avec les prot6ines cellulaires I/cB et ^-cat6nine et avec la prot6ine cellulairc 
6kplp, amsi que ses fragments peptidiques et les sequences d^acides nucl6iques codant pour ladite prot^ine el ses fragments. Elle conceme 
egaiement I utilisation de la prot6ine humaine ^-TrCP ou de ses fragments peptidiques pour le criblage d'agents antiviraux anti-HlV-1 et 
d agents amitumoraux et d 'agents anti-inflammatoires. les agents antiviraux. les agents antitumoraux, les agents anti-inflammatoires el 'les 
anticorps dingds contre ladite prot6ine et ses fragments peptidiques. 
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PROTEINE HUMAINE fi-TiCP 



La presente invention a pour objet une nouvelle proteine humaine qui 
intervient dans le ciblage des proteines vers les voies de degradation par le 
5 proteasome. Cette proteine, denommee h-pTrCP, est capable d'interagir 
notamment avec la proteine Vpu du virus HTV-l, ainsi qu'avec les proteines 
cellulaires IkB, P-catenine et Skplp. 

La degradation des proteines par le proteasome, complexe multi- 
proteique present dans toutes les cellules, est impliquee dans de nombreux 
10 phenomenes cellulaires essentiels comme le controle de la proliferation cellulaire, 
le renouvellement des proteines et I'elimination des proteines incorrectement 
repliees, en particulier au niveau du rdticulum endoplasmique (CIECHANOVER, 
A., Cell, 79, 13-21, 1994). De nombreux virus, comme le virus HIV-1 qui degrade 
CD4 par I'intermediaire d'une de ses proteines Vpu (TRONO D., Cell, 82, 189- 
15 1992, 1995), utilisent a leur profit ces voies cellulaires de degradation des 
proteines, dans lesquelles les proteines sont ciblees vers le proteasome par des 
interactions diverses avec d'autres proteines avant d'etre degradees. Pour etre 
ciblees vers le proteasome et degradees par celui-ci, les proteines doivent 
generalement etre au prealable ubiquitinylees par des complexes ubiquitine-ligase. 
20 De plus, pour etre ubiquitinylees, les proteines doivent souvent subir des 
modifications telles que des phosphorylations (CIECHANOVER, 
A. Embo. J., 17, 7151-7160, 1998). 

A ce jour, on connait plusieurs autres proteines de type BTrCP : 

- la proteine BTrCP de Xenope decrite par Spevak et al. (Mol. Cell. 
25 Biol., 13, 4953-4966, 1 993) ; 

- la proteine Slimb de la drosophile decrite par Jiang et al. (Nature, 
vol. 391,29 Janvier 1998); 

- la proteine KIAA0696 mise en evidence par Ishikawa et al. (DNA 
Research, 5, 169-176, 1998) a I'occasion d'une analyse systematique de sequences 

30 exprimees dans le cerveau. 
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Jiang et al. ont montre que la proteine Slimb chez la drosophile est 
impliquee dans la stabilite de la proteine Armadillo et la signalisation de deux 
voies metaboliques essentielles pour le developpement, a savoir les voies 
Hedgehog et Wingless. lis ont egalement montre que la proteine Slimb a une 
5 homologie de 80% environ avec la proteine pXrCP de Xenope dont aucune 
fonction n*a ete decrite par Spevak et aL Comme la p-catenine chez le Xenope ou 
chez rhomme, qui est Thomologue de la proteine Armadillo de la drosophile, 
semble etre ciblee vers les voies de degradation du proteasome en Tabsence de 
signalisation des voies Hedgehog et Wingless, ils suggerent que chez Thomme, les 

10 genes codant pour les homologues de Slimb pourraient etre impiiques dans la 
degradation proteolytique de la p-catenine, proteine qui acquiert des proprietes 
oncogeniques quand elle n'est pas degradee (POLAKIS, P., Biochim. Biophys. 
Acta 1332, F127.47, 1997). 

Toutefois, meme si la conservation des voies Wingless et Hedgehog 

15 chez les vertebres est importante, il n*est pas pour autant certain que la 
conservation des fonctions des proteines homologues sera totale. II y a d'ailleurs 
de nombreux exemples qui montrent qu'il y a toujours des differences 
significatives entre especes. 

De plus, Jiang et ai. ont etabli I'implication de Slimb dans le controle 

20 des voies Wingless et Hedgehog chez la drosophile uniquement sur la base 
d'etudes genetiques. Aucune preuve que ce controle est dependant d'une 
interaction directe entre Slimb et Armadillo, par exemple, n'est ni recherchee, ni 
apponee. 

La proteine selon invention, denommee h-BTrCP, est capable 
25 d'interagir avec les proteines virales ou les proteines cellulaires susceptibles de 
servir de mediateurs ou d'etre degradees par le proteasome. En particulier, la 
proteine h-^TrCP est capable d'interagir, notamment avec la proteine Vpu du vims 
HIV-1, ainsi qu'avec les proteines cellulaires IkB et P-catenine. 

Elle est particulierement utile pour le criblage d'agents therapeutiques, 
30 tels que notamment des agents antitumoraux, antiviraux, anti-inflammatoires et 
anti-Alzheimer. 
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La proteine Vpu est une petite proteine membranaire de 81 acides 
amines, exprimee par la plupan des isolats du virus HIV-1 mais ni par ceux du 
virus humain HIV-2 nettement moins pathogene, ni par ceux du virus simien SIV 
(COHEN et al., Nature, 334, 532-534, 1988 ; et STREBEL et al.. Science, 2, 
5 1221-1223, 1988). 

Une des fonctions de la proteine Vpu est sa capacite k induire la 
degradation de la proteine CD4, recepteur ceilulaire du virus HIV-1, participant 
ainsi a la diminution de I'expression du recepteur CD4 a la surface des cellules 
(Willey et al., J. Virol. 68, 1207-1212, 1994). 

On sait egalement que les deux serines de phosphorylation de la 
proteine Vpu, situees en position 52 et 56, sont indispensables pour la degradation 
de CD4 induite par Vpu (MARGOTTIN et al.. Virology, 223, 381-386, 1996). En 
outre, lors du processus d'infection par le virus HlV-1, en I'absence de la proteine 
Vpu, le precurseur d'enveloppe Gpl60 et la proteine CD4 nouvellement 
synthetisee s'associent dans le reticulum endoplamique, bloquant la maturation de 
la proteine Gpl60 (BOUR et al., J. Virol., 65, 6387-6396, 1991). La degradation 
du recepteur CD4 mediee par la proteine Vpu est essentielle pour liberer la 
protdine d'enveloppe virale qui est retenue dans le reticulum endoplasmique par sa 
liaison a CD4 grace a I'interaction avec la sous-unite Gpl20, et permettre la 
maturation normale de I'enveloppe vers la membrane plasmique et ulterieurement 
son integration dans les particules virales, ce qui les rend infectieuses. Des etudes 
recentes ont mis en evidence le fait que la degradation du recepteur CD4 mediee 
par la proteine Vpu est sensible aux inhibiteurs specifiques du proteasome et est 
dependante de la presence d'une "machinerie d'ubiquitinylation intacte" ( FUJITA 
25 et al., J. Gen. Virol., 78, 619-625, 1997). 

Ainsi, la proteine Vpu panicipe a des fonctions absolument critiques 
pour assurer la production de particules virales infectieuses en grand nombre, 
puisqu'elle intervient non seulement sur les produits du gene gag, c'est-a-dire sur 
les proteines de structtire en augmentant le relachement des panicules virales, 
mais aussi sur ceux du gene env en permettant la maturation de la proteine 
d'enveloppe suite a la degradation du recepteur CD4. MARGOTTIN et al. 1996 



20 
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(supra) ont montre que Tinteraction entre Vpu et CD4 se faisait par rintermediaire 
de leur domaine cytoplasmique et que cette interaction n'etait pas suffisante pour 
declencher la degradation du recepteur CD4. 

La proteine Skplp est une proteine cellulaire impiiquee dans le ciblage 
5 des proteines vers les voies de degradation par le proteasome, lequel depend de 
Tubiquitinylation des proteines (PICKART CM., The Faseb Journal, 11, 1055- 
1066, 1997). 

BAI et al. (Cell, 86, 263-274, 1996) ont montre que la proteine Skplp 
etait necessaire pour la proteolyse mediee par Tubiquitine et que cette degradation 

10 se faisait grace a Tinteraction de Skplp avec des proteines contenant un motif 
denomme boite F. 

La proteine Skplp est un facteur essentiel de ciblage de proteines 
regulatrices du cycle cellulaire par le proteasome. Le ciblage de la degradation de 
ces regulateurs est en particulier necessaire a I'entree du cycle cellulaire en phase 

15 S de synthese d'ADN (PAGANO, M., The Faseb Journal, 11, 1068-1075, 1997). 
Des etudes recentes ont montre que la proteine Skplp, avec des proteines a boite F 
sont les elements essentiels de complexes de haut poids moleculaires appeles SCF 
pour "Skplp-Cullin-F-box-protein complexes". Ces complexes SCF jouent le role 
d'enzyme E3 qui par leur activite ubiquitine-ligase permettent la demiere etape de 

20 Tubiquitilylation de proteines substrats qui sont ainsi ciblees vers la degradation 
par le proteasome (HOYT, A, Cell, 91, 149-151, 1997). Par ailleurs, on notera 
qu'il n'existe pas a ce jour d'homologue de Skplp identifie chez la drosophile. 

La proteine IkB, qui existe sous differentes formes (a, p, e), est 
rinhibiteur majeur du facteur de transcription NFkB, qui maintient ceiui-ci sous la 

25 forme d'un complexe inactif dans le cytoplasme (Beg A. et al. Genes and Dev., 7, 
2064-2070, 1993). Apres stimulation des cellules par des facteurs tels que 
rinterleukine 1 (ILl) et le facteur de necrose tumorale (TNF), la proteine IkB est 
phosphorylee sur les residus serine S32 et S36. Cette phosphorylation conduit tres 
rapidement a I'ubiquitinylation de la proteine et a son ciblage vers la degradation 

30 par le proteasome . Le facteur NFkB actif, par exemple sous la forme de deux 
sous-unites P50 et P65, est alors libere, import^ dans le noyau ou il va pouvoir 
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activer de tres nombreux genes et entrainer notamment des phenomenes 
inflammatoires. 

La proteine P-catenine est une proteine cellulaire qui controle les voies 
essentielles de transduction de signaux, comme les voies Wingless, qui sont tres 
5 conservees chez tous les vertebres. (MILLER et al., Genes and Dev. 10, 2527- 
2539, 1996 et POLAKIS, P., Biochim. Biophys. Acta 1332, F 127-47, 1997). La 
P-catenine s*accumule dans les cellules cancereuses, soit par suite de mutations 
qui empechent la phosphorylation sur les residus serine 33 et 37 (proteines P- 
catenines mutees), soit par suite de mutations de son co-facteur, la proteine APC, 

10 qui est necessaire a sa degradation. 

^accumulation de la p-catenine, liee a sa non-degradation, conduit a 
son importation dans le noyau et a I'activation de genes controles par des 
promoteurs TCF-LEF, ce qui provoque des phenomenes de transformation et 
proliferation cellulaire. 

15 II a ete montre recemment que des mutations de la preseniline-1 chez 

des patients atteints de la maladie d'AIzheimer entrainaient une destabilisation et 
une degradation accrue de la P-catenine (ZHANG et al., Nature, 395, 698-702, 
1998). Ces auteurs ont montre que la preseniline-1 non mutee se lie a la p- 
catenine et contribue ainsi a sa stabilite. Dans la maladie d'AIzheimer, la 

20 presiniline mutee n'est plus capable de se Her a la p-catenine, et cette demiere est 
alors degradee plus rapidement. Le niveau de p-catenine est nettement diminue 
dans les cellules neuronales de patients atteints de la maladie d'AIzheimer. La 
perte de la P-catenine entraine une apoptose accrue des cellules neuronales qui 
serait responsable de la perte neuronale constatee dans cette pathologie. 

25 On comprend aisement qu*il est urgent de trouver des moyens pour 

moduler, a savoir activer ou inhiber, le ciblage des proteines vers le proteasome. 

On a maintenant trouve une nouvelle proteine humaine qui est une 
proteine qui intervient dans le ciblage des proteines vers les voies de degradation 
par le proteasome et qui permet de cribler des agents modulateurs du ciblage des 

30 proteines vers le proteasome. 
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La presente invention a done pour objet une nouvelle proteine 
humaine, denommee h-PTrCP, qui presente la SEQ ID No.2 et qui intervient dans 
le ciblage des proteines vers les voies de degradation par le proteasome. 

La proteine h-pTrCP possede 569 acides amines et comporte une boite 
5 F et sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ID N° 2 est la 
suivante : 

- boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 

- deuxieme motif WD : acides amines 304-332, 
10 - troisieme motif WD : acides amines 343-372, 

- quatrieme motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquieme motif WD : acides amines 427-455, 

- sixieme motif WD : acides amines 467-492, 

- septieme motif WD : acides amines 516-544. 

En raison de I'homologie de cette nouvelle proteine avec la fiTrCP de 
Xenope, proteine contenant des motifs P-transducine et connue en langue anglaise 
sous la denomination " beta transducin repeats containing protein", la proteine de 
I'invention est denommee h-PTrCP (human-BTrCP). 

La proteine h-6TrCP de I'invention est capable d'interagir, par 
20 I'intermediaire de ses motifs WD, avec les proteines susceptibles d'etre degradees 
par le proteasome, en particulier avec les proteines virales et les proteines 
cellulaires qui possedent le motif de phosphorylation comprenant les acides 
amines Asp-Ser-Gly-Xaa-Xaa-Ser dans lequel Xaa est un acide amine naturel 
quelconque et dans lequel les residus serine sont phosphoryles. 

La phosphorylation de ce motif Asp-Ser-Gly-Xaa-Xaa-Ser est 
indispensable a I'ubiquitinylation et a la degradation ulterieure des proteines qui 
possedent ce type de motif. La proteine h-pTrCP n'est capable d'interagir avec les 
proteines contenant ce motif que lorsque les deux residus serine sont phosphoryles 
et elle ne peut interagir avec des proteines contenant un motif de phosphorylation 
dans lequel les residus serine sont mutes en acides amines non phosphorylables. 
En interagissant avec les proteines phosphorylees sur ce motif, la proteine 



25 
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h-pTrCP controle leur ubiquitinylation et leur criblage vers le proteasome en vue 
de leur degradation. 

Parmi ces proteines, on peut citer notamment la proteine virale Vpu et 
les proteines cellulaires IkB et p-catenine. 
5 On a aussi trouve que la proteine h-pTrCP interagit, par 

rintermediaire de sa boite F, avec la proteine Skplp ; elle fait done panie d'un 
nouveau compiexe SCF, SCF-h-pTrCP, qui selectionne certaines proteines 
cellulaires ou virales qui doivent etre degradees par le proteasome. 

Par I'activite de ciblage vers les voies de degradation par le 
10 proteasome, la proteine h-6TrCP, selon Tinvention, joue le role de mediateur 
cellulaire de la proteine Vpu dans les cellules infectees par le virus HIV-l. 

Sans pour autant vouloir se limiter a une theorie quelconque, on pense 
que, dans les cellules infectees par le virus HIV-1, le virus utilise, par 
rintermediaire de la proteine Vpu, le compiexe SCF, dont la proteine pTrCP fait 
15 partie pour induire la degradation du recepteur CD4 qui va favoriser la replication 
virale et le relachement des virions infectieux. 

L'invention a aussi pour objet les fragments peptidiques de la proteine 
h-pTrCP resultant de Taddition, la suppression et/ou le remplacement d*un ou 
plusieurs acides amines, lesdits fragments peptidiques ayant conserve I'activite 
20 d'interaction avec les proteines susceptibles d'etre degradees par le proteasome, en 
particulier avec la proteine Vpu du virus HIV-1, avec la proteine cellulaire IkB ou 
la proteine cellulaire P-catenine et/ou avec la proteine Skplp. 

L'invention conceme en particulier les fragments peptidiques qui 
comprennent au moins I'une des sequences en acides amines de h-BTrCP 
25 ci-apres : 

251-569, 
292-569, 
292-396, 
292-545 et 
30 1-291. 
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On prefere tout paniculierement les fragments peptidiques denues en 
partie ou en totalite de la boite F ou ceux qui sont denues en panic ou en totalite 
des motifs WD. 

Un fragment peptidique particulierement prefere est le mutant delete 
5 des residus 32-179, denomme ci-apres pTrCPAF. 

La presente invention a egalement pour objet les sequences d*acides 
nucleiques, a savoir les sequences d'ADN genomique, les sequences d*ADNc ou 
d*ARNm qui comprennent ou sont constitutes par un enchainement de nucleotides 
codant pour la proteine h-6TrCP ou pour I'un quelconque de ses fragments 
10 peptidiques tels que definis precedemment. 

L'invention conceme notamment les sequences d'acides nucleiques 
codant pour la proteine h-6TrCP et ses fragments peptidiques decrits ci-dessus qui 
sont representees par : 

a) les sequences d'ADNc SEQ ID No.l codant pour ladite proteine h-pTrCP et 
15 des fragments d'acides nucleiques codant pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strictes avec les sequences 
ci-dessus ; 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la degenerescence du code genetique, 
resultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la proteine h-BTrCP ou 

20 ses fragments ; et 

d) les sequences d ARNm et d'ADN correspondantes. 

Les proteines et fragments peptidiques selon I'invention peuvent etre 
obtenus par la technique du genie genetique qui comprend les etapes de : 

- culture d'un microorganisme transforme ou de cellules eucaryotes transformees a 
25 Taide d'une sequence d'acides nucleiques selon Tinvention et 

- recuperation de la proteine ou du fragment peptidique produit par ledit 
microorganisme ou lesdites cellules eucaryotes. 

Cette technique est bien connue de I'homme du metier. Pour plus de 
detail la concemant, on pourra se referer a I'ouvrage ci-apres : Recombinant DNA 
30 Technology I, Editors Ales Prokop, Raskesh K Bajpai ; Annals of the New- York 
Academy of Sciences, volume 646, 1991. 
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lis peuvent egalement etre prepares par les syntheses peptidiques 
classiques bien connues de rhomme du metier. 

Les acides nucleiques selon I'invention peuvent etre prepares par 
synthese chimique et genie genetique en utilisant les techniques bien connues de 
5 I'homme du metier et decrites par exemple dans SAMBROOK et al. (supra). 

Par exemple, la synthese des sequences d'ADNc selon I'invention peut 
etre effectuee par amplification des ARNm de cellules humaines a I'aide de la 
methode PCR (Polymerase Chain Reaction), comme decrit par exemple par 
GOBLET et al. (Nucleic Acid Research, 17, 2144, 1989) en utilisant des 
10 oligonucleotides synthetiques comme amorces, defmis a panir de la sequence 
d'ADN SEQ IDNo.l. 

Le fragment d'acides nucleiques amplifie peut ensuite etre clone selon 
les techniques decrites dans AUSUBEL et al. (Current Protocols in Molecular 
Biology, chapter 3, supra). 

L'invention a egalement pour objet des animaux transgeniques 
exprimant un transgene de la proteine h-6TrCP de invention ou des animaux 
transgeniques dans lesquels le gene BTrCP a ete invalide. 

Ces animaux transgeniques ou invalides pour le gene de la proteine h- 
PTrCP pourront servir de modeles d 'etude in vivo de la perturbation du cycle 
20 cellulaire et de la proliferation par 1 'absence ou la surexpression du gene de la 
proteine h-pTrCP ou de formes tronquees ou mutees de cette proteine, de la 
proteine Skplp, de la proteine Vpu, de la proteine IkB ou de la proteine 
P-catenine. 

Ces animaux transgeniques sont obtenus par des techniques bien 
25 connues de I'homme du metier, telles que celles decrites dans Manipulating the 
mouse embryo: a laboratory manual. HOGAN, B., BEDDINGTON, R., 
COSTANTINI, F. & LACY, E. Cold Spring Harbor laboratory press, second 
edition, 1994. 

A titre d'animaux, on prefere les mammiferes tels que la souris ou le 

30 rat. 
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L'invention a egalement pour objet les microorganismes procaryotes et 
les cellules eucaryotes transforaies a Taide d*un vecteur d'expression contenant une 
sequence d'ADN selon Tinvention. Ce vecteur d'expression, qui peut etre par 
exemple sous la forme d*un plasmide, doit comporter, outre la sequence d*ADN de 
5 rinvention, les moyens necessaires a son expression, tels que notamment un 
promoteur, un terminateur de transcription, une origine de replication et de 
preference un marqueur de selection. La transformation des microorganismes et 
des cellules eucaryotes est une technique bien connue de Thomme du metier qui 
pourra aisement determiner, en fonction du microorganisme a transformer, les 
10 moyens necessaires a Texpression de la sequence d*ADN selon Tinvention. 

Le microorganisme prefere aux fins de invention est £. coli alors 
qu'on utilise de preference Saccharomyces cerevisiae comme levure. 

A titre d'exemples de cellules eucaryotes qui conviennent aux fins de 
rinvention, on peut citer notamment les cellules COS, CHO, SF9, Jurkat, etc., 
15 toutes etant repertoriees a I'ATCC. 

L*invention a egalement pour objet les cellules eucaryotes co- 
transformees avec des vecteurs d*expression contenant d*une part la sequence 
d*ADN codant pour la proteine Vpu, pour la proteine Skplp, pour la proteine IkB 
ou pour les proteines P-catenine mutees, et d'autre part une sequence codant pour 
20 la proteine h-PTrCP, lesdits vecteurs d'expression contenant de plus des moyens 
utiles a leur expression, y compris dans le systeme double-hybride en levure. 

La presente invention a done egalement pour objet les agents 
antiviraux anti-HIV-1 qui sont constitues par les fragments peptidiques de la 
proteine h-6TrCP de invention qui ont conserve les proprietes d'interaction de la 
25 proteine h-pTrCP soit avec la proteine Vpu, soit avec la proteine Skplp. Ces 
fragments peptidiques sont denues de la boite F ou des motifs WD de sorte qu'ils 
ne peuvent plus interagir avec la proteine Skplp ou la proteine Vpu, 
respectivement. 

On peut encore citer, h titre d'agents antiviraux, d'agents antitumoraux 
30 ou d'agents anti-inflammatoires, des aniicorps diriges contre la proteine h-BTrCP 
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de rinvention et ses fragments peptidiques, ce qui constitue un autre objet de 
I'invention. 

Ces anticorps peuvent etre des anticorps monoclonaux obtenus par le 
precede bien connu de KOHLER et MILSTEIN (Nature, 256, 495-497, 1975) ou 
5 des anticorps polyclonaux obtenus selon les proc6des classiques d'immunisation 
d'animaux (Antibodies, a laboratory manual. E. Harlow & D. Lane. Cold Spring 
Harbor laboratory press, 1988). 

On peut enfin citer comme agents antiviraux, agents antitumoraux ou 
agents anti-inflammatoires, les oligonucleotides antisens bloquant la transcription 
10 ou la traduction de la proteine h-fiTrCP de I'invention qui s'hybrident avec une 
sequence d'acides nucleiques telle que d6finie precedemment, ce qui constitue 
egalement un autre objet de la presente invention. 

Ces oligonucleotides antisens sont prepares par des techniques bien 
connues de Thomme du metier, telles que celles decrites par AUSUBEL et al. 
15 (Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley- 
Interscience, New- York, 1989, Mises a jour jusqu'en 1997). 
Les fragments peptidiques de h-BTrCP, qui possedent la boite F ou qui ont 
conserve a la fois les motifs WD et la boite F, peuvent etre utilises comme agents 
antitumoraux ou anti-inflammatoires. 

Les fragments peptidiques de h-6TrCP, qui sont depourvus de la boite 
F, peuvent etre utilises en therapie genique pour le traitement des maladies 
inflammatoires osteo-articulaires ou des syndromes inflammatoires aigues qui 
s'accompagnent d'une activation de NFkB induite par la liberation massive de 
TNFa lors de ces processus. 

Comme illustre sur la figure 7, 1'expression de h-pTrCPAF est capable 
d'inhiber massivement par un facteur d'environ 20 fois I'activation 
transcriptionnelle induite par TNFa. Done dans toutes les pathologies marquees 
par une reaction inflammatoire intense due a une liberation de TNFa, la h- 
pTrCPAF pourrait agir comme un puissant agent anti-inflammatoire. II y a par 
exemple actuellement plusieurs tentatives pour mettre en oeuvre une therapie 
genique de la polyarthrite rhumatoide, avec injection dans les articulations lesees 



20 
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de virus recombinants. On peut utiliser dans ces essais de therapie genique des 
syndromes inflammatoires, des vecteurs exprimant la h-PTrCPAF. Ces vecteurs 
pourront etre de plusieurs types (retrovirus, adenovirus ; ANDERSON F., Nature, 
392, 25-30, 1998). L'expression de la h-pTrCPAF pourra etre controlee par ses 
5 effets sur Tinhibition de I'activation de NFkB par TNF. 

La presente invention a aussi pour objet I'utilisation de la proteine 
h-pTrCP ou des sequences d'acides nucleiques codant pour cette proteine ou pour 
ses fragments peptidiques pour le criblage d'agents therapeutiques susceptibles de 
moduler Tinteraction de la proteine h-^TrCP avec les proteines susceptibles d'etre 
10 degradees par le proteasome, en particulier pour ie criblage : 

• d'agents antiviraux anti-HTV-l susceptibles d'inhiber I'interaction entre la 
proteine h-pXrCP et la proteine Vpu et/ou d'inhiber Tinteraction entre la 
proteine h-pTrCP et la proteine Skplp, 

• d'agents antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle cellulaire ou 
15 des processus de degradation des proteines dans des cellules humaines 

tumorales par modulation (inhibition ou activation) de interaction entre la 
proteine h-pTrCP et la proteine Skplp, ainsi que par reactivation de 
I'interaction entre la proteine h-^TrCP et les proteines p-catenine mutees dans 
les cellules tumorales ou entre la proteine pTrCP et la proteine ^-catenine 
20 normale dans les cellules tumorales depourvues de la proteine APC. 

• d'agents anti-inflammatoires capables de perturber I'activation du facteur de 
transcription NFkB par inhibition de I'interaction entre la proteine 
h-pTrCP et la proteine IkB, 

• d'agents anti-Alzheimer capables de reduire le taux de degradation de la P- 
25 catenine dans les cellules neuronales par inhibition de interaction entre la 

proteine h-^TrCP et la proteine P-catenine. 

En effet, en perturbant les interactions Vpu/h-pTrCP et/ou 
Skplp/h-PTrCP, on peut : 

- soit inhiber la replication et la production du virus HIV-1 par des cellules 
30 infectees ; 
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- soit inhiber I'entree en phase S du cycle cellulaire et avoir un effet 
antiproliferatif. 

En perturbant les interactions iKB/h-pTrCP et/ou 
Skplp/h-pTrCP, on peut inhiber la degradation de la proteine IkB par le 
proteasome et done inhiber I'activation du facteur de transcription NFkB. 

Enfm, en activant I'interaction p-catenine mutee/h-pTrCP, on peut 
activer la degradation de la P-catenine accumulee dans les cellules tumorales. En 
inhibant I'interaction p-catenine /h-pTrCP chez les patients atteints de la maladie 
d'AJzheimer, on peut reduire I'apoptose des cellules neuronales. 



Criblage de modnlateurs de I'int eraction h-pTrCP/p roteines 
On peut s^lectionner les agents antiviraux soit a partir de banques 
aleatoires de peptides, a la surface de phages (SCOTT J. et al.. Science, 249, 386- 
390, 1990), soit en utilisant des oligonucleotides de synthese aleatoires selon la 
technique de type SELEX (TUERK et GOLD, Science, 249. 505-510, 1990). 
Cette technique permet d'isoler k partir d'un pool tres large d'oligonucldotides, 
ceux qui ont une grande affinite pour la proteine d'interet, dans le cas present la 
proteine h-pTrCP. lis sont denommes aptamers. Parnii ces aptamers, on pourra 
selectionner ceux qui inhibent les deux interactions Vpu/h-PTrCP et 
20 Skplp/hpTrCP par le criblage ci-apres. 

Le criblage defmi ci-dessus peut par exemple etre realise en utilisant le 
systeme double-hybride en levure dans lequel des cellules de levure co-exprimant 
la proteine h-pTrCP selon I'invention et I'une des proteines Vpu, IkB ou 
P-catenine, la proteine Skplp, sont cultivees sur des milieux selectifs appropries 
en presence de la substance a tester ; les milieux selectifs sont les milieux 
couramment utilises dans ce domaine et done bien connus de I'homme du metier. 

Le systeme double-hybride en levure est decrit par FIELDS et SONG 
dans Nature, 340-245-246, 1989 et dans le brevet US 5 667 973. Ce systeme" 
double-hybride, est base sur la detection des interactions proteine-proteine par 
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activation du gene rapporteur His ou LacZ sous le controle de domaines de 
Tactivateur transcriptionnel Gal4 dans la levure. 

Dans ce systeme double-hybride, on cotransforme une levure par un 
vecteur double-hybride contenant I'ADNc de I'une des proteines et un vecteur 
5 contenant TADNc de Tautre proteine, chacun desdits vecteurs contenant soit un 
domaine de liaison a TADN soit un domaine deactivation de la transcription. On 
fait ensuite exprimer par la levure les deux proteines dans un milieu de culture 
approprie, par exemple un milieu de culture sans histidine. Uinteraction entre les 
deux proteines hybrides permet Tactivation du gene His3 et la croissance des 

10 levures sur un milieu sans histidine d'une part, ainsi que I'activarion du gene LacZ 
qui est revelee par une reaction colorimetrique specifique de la P-galactosidase. 
On peut done verifier Tinteraction lorsque les levures poussent sur un milieu sans 
histidine et lorsqu'on observe une reaction colorimetrique. 

On peut egalement utiliser le test du halo tel que decrit par Valtz & 

15 Peter (Meth-Enzymol-283, 350-365, 1997) pour detecter s*il y a interaction. 

On peut egalement utiliser des variantes du systeme double-hybride, 
telles que le systeme triple-hybride decrit par TIRODE et al. (J. Biol. Chem., 272, 
22995-22999, 1997), ou par COLAS et al. (Nature, 380, 548-550, 1996) dans 
lequel un pepnde inhibiteur de Tinteraction peut etre exprime comme troisieme 

20 partenaire pour inhiber T interaction des deux autres. Une banque de peptides 
aleatoires peut aussi etre utilisee de la sorte. 

On peut aussi utiliser le systeme reverse-hybride decrit par VIDAL et 
al. (Proc. Natl. Acad. Sci., 93, 10315-10320), dans lequel on selectionne non pas 
pour une interaction mais contre une interaction. On peut dans ce systeme, comme 

25 dans le systeme double-hybride classique, cribler des banques de petites molecules 
chimiques, y compris issues de la synthese chimique pour mettre, les levures co- 
transformees avec les vecteurs double-hybride ou reverse hybride porteurs des 
fusions avec la proteine Vpu, la proteine IkB, la ^-catenine, la proteine h-PTRCP 
ou la proteine Skplp, en presence de ces petites molecules a la recherche d'un 

30 inhibiteur des interactions Vpu-h-^TrCP et Skplp-h-pTrCP ou P-catenine- 
h-pTrCP ou encore iKB-h-pTrCP. 
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Les tests de criblage d'inhibiteurs d'interaction pourront egalement etre 
effectues en double-hybride par conjugaison (FROMONT-RACINE et al., Nature 
Genetics, 16, 277-282, 1997), par double-hybride membranaire (BRODER Y.C. et 
al., Curr. Biol., 8, 1121-1124, 1998), et eventuellement, si les phosphorylations 
peuvent prendre place dans les bacteries, par double-hybride bacterien 
(KARIMOVA et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 95, 5752-5756, 1998). 

Ce criblage peut aussi etre effectue in vitro en utilisant Tune des 
proteines Vpu, IkB, P-catenine, ou la proteine Skplp, et la proteine h-PTrCP, I'une 
des proteines etant immobilisee sur un support approprie et I'autre etant marquee 
par un moyen quelconque utilise dans les moyens de deteaion de substances 
biologiques, ce moyen de marquage pouvant etre par exemple un isotope 
radioactif, un agent luminescent, de la biotine ou un anticorps specifique. 

L'une des proteines sera de preference immobilisee sous la forme 
d'une proteine de fusion avec la gluthation S-transferase (GST) sur des billes 
d'agarose-gluthation ou en plaques de microtitration, la GST servant d'agent de 
couplage de ladite proteine sur les billes ou sur les puits des plaques. 

A cet effet, on peut utiliser notamment le test de scintillation a 
proximite (SPA) decrit par BOSWORTH et al. (Nature, 341, 167-168, 1989) et 
commercialise par Amersham. Ce test consiste a marquer par un element 
radioactif, par exemple le tritium, l'une des proteines et a immobiliser I'autre 
proteine sur des billes magnetiques ou sur des billes d'agarose-gluthation. L'effet 
inhibiteur des substances a tester sur les interactions impliquant la proteine 
h-pTrCP peut etre facilement detecte sans separation des especes radioactives 
liees ou libres selon les protocoles decrits par BOSWORTH et al. (supra). 

On peut egalement utiliser la technique "Surface Plasmon 
Resonances" decrite par KARLSSON et al. (J. Immunol. Methods, 145, 229-233, 
1991) utilisant le Biacore commercialise par Pharmacia, pour isoler les inhibiteurs 
des interactions impliquant la proteine h-^TrCP selon I'invention. 

L'activite inhibitrice des agents antiviraux ainsi selectionnes pourra 
etre verifiee par des tests sur des cellules T CD4+ ou sur des chimpanzes infectes 
par les virus HIV-1 ou SIV Cpz. 
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On peut egalement isoler les agents antitumoraux et les agents anti- 
inflammatoires, ligands de la proteine h-PTrCP de Tinvention, par les techniques 
double-hybride ou apparentees ou par interaction in vitro avec des banques 
combinatoires de peptides ou autres produits chimiques, comme decrit 

5 precedemment. 

La specificite des agents antiviraux, antitumoraux ou anti- 
inflammatoires selectionnes par le test double-hybride peut etre ensuite 
determinee par culture de cellules de mammiferes, par exemple de cellules 
humaines transfectees avec la proteine P-TrCP ou un fragment de celle-ci, en 

10 presence d'un gene rapporteur specifique de la proteine impliquee dans la 
pathologic que Ton souhaite traiter. 

Ainsi, pour la proteine IkB, on pourra utiliser des cellules humaines 
provenant des lignees cellulaires Hela, 293, 293T, etc. et le gene rapporteur 
dependant des sites NFkB (3Enh-KB-ConA Luc) qui controle I'expression de la 

15 luciferase. 

Dans les cellules humaines non stimulees, la proteine pTrCP humaine 
est exprimee transitoirement a partir d*un vecteur d*expression eucaryote tel que 
pCDNA3 (Invitrogen) ou tout autre vecteur d'expression eucaryote, ayant insere 
TADN codant pour la proteine pTrCP sous le controle d'un promoteur fort du 

20 cytomegalovirus CMV ou autre. Une quantite de Tordre de 3jig de ce vecteur qui 
permet I'expression de la proteine pTrCP sera cotransfectee par Tune des 
techniques courantes de transfection (phosphate de calcium, lipofectamine (Life 
technologies), electroporation (Ausubel et Sambrook, ci-apres) etc., avec Ifig d'un 
vecteur rapporteur dependant (3Enh-KB-ConA luc) ou independant (RSV Luc ou 

25 ConA Luc) de sites NFkB qui controlent I'expression du gene rapporteur 
luciferase. Des molecules capables d'inhiber I'interaction h-^TrCP-lKB inhiberont 
Taugmentation d'expression de luciferase dans ce test. Ces inhibiteurs seront 
ajoutes au milieu de culture pendant au moins 6 heures, 24, 36 ou 48 heures apres 
la transfection. On pourra controler la specificite de ces inhibiteurs en verifiant 

30 qu'ils n'ont aucun effet sur RSV Luc ou ConA Luc. On pourra egalement utiliser le 
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systeme Dual luciferase de Promega, dans lequel on peut tester en meme temps 
deux vecteurs rapponeurs differents. 

Selon un protocole experimental similaire a celui decrit ci-dessus, 
mais avec des cellules stimulees, on pourra verifier que I'inhibition induite par 
5 I'expression du fragment h-pTrCPAF sur I'activation transcriptionnelle TNF- 
dependante a ete annulee. 

Ainsi, dans ce second test, les cellules humaines sont cotransfectees 
avec l//g de vecteur rapporteur, soit SEnh-KB-ConA Luc, soit ConA Luc ou RSV 
Luc, avec 3fig de pCDNA3 exprimant le fragment peptidique h-pTrCPAF, mutant 
10 de la pTrCP deletee de sa boite F. 24 a 48 h apres la transfection, les cellules sont 
traitees pendant 6 h au TNF ou a I'acide okadaique (OKA) qui sont de puissants 
activateurs de NFkB (BAUERLE et al., Cell, 1996, 87, 13-20). Le mutant 
h-pTrCPAF a un effet inhibiteur massif sur I'expression du rapponeur luciferase, par 
rapport a un plasmide controle transfecte dans les memes condirions. Cet effet est du 
15 a I'inhibition de la degradation de IkB induite par la liaison du mutant h-PTrCPAF 
en lieu et place de la proteine h-pTrCP sauvage endogene. De ce fait, un agent 
inhibiteur de I'interaction h-PTrCP-IkB inhibera aussi I'interaction h-pTrCPAF-lKB, 
et done inversera I'effet inhibiteur du fragment h-pTrCPAF. Les inhibiteurs 
potentiels sont ajoutes au milieu dans les memes conditions que celles indiquees ci- 
dessus. On choisit dans les cellules srimulees au TNF ou a I'OKA, les inhibiteurs qui 
induisent une augmentation de I'expression du gene rapponeur. 

Apres avoir selectionne des inhibiteurs dans les deux tests precedents, 
on peut verifier dans un troisieme test qu'ils sont capables d'inhiber I'activation de 
NFkB induite par la stimulation des cellules au TNF ou a I'OKA. 

On traite avec les inhibiteurs potentiels les cellules transfectees 
uniquement par 1 /ig de vecteur rapponeur (3Enh-KB-ConA Luc) et stimulees 
pendant 6 h au TNF ou a I'OKA. Ces inhibiteurs, pour etre specifiques, ne devront 
avoir d'effet que sur les vecteurs rapporteurs dependants de IkB, et non sur les 
autres vecteurs rappponeurs (ConA ou RSV). 
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Pour la p-catenine, on pouna utiliser des cellules humaines provenant 
des lignees ci-dessus transformees avec la p-catenine mutee ou le fragment 
peptidique de pTrCP depourvu de la boite F en presence du vecteur Top-TK-Luci 
qui contient un multimere de sites TCF-LEF repondant a la ^-catenine ou 
5 Fop-tk Luci qui contient un multimere mute inactif et qui ne repond plus a la 
P-catenine. 



Detection de mutations de 6-catenine 

De plus, comme on peut aisement distinguer une ^-catenine mutee 

10 oncogenique de la ^-catenine sauvage par le fait que la premiere, contrairement a 
la seconde, est incapable de se lier a la p-TrCP en double-hybride, on peut detecter 
des mutations de la P-catenine dans les tumeurs humaines, par mesure en double- 
hybride de rinteraction avec la P-TrCP. 

Ce test est interessan: car on constate des mutations de la 

15 p-catenine dans de nombreux cancers, tels que cancer du colon, melanome, 
hepatocarcinomes, etc. La seule maniere de detecter ces mutations jusqu'a present 
a ete de sequencer la P-catenine a partir de RT-PCR sur TARN des tumeurs 
etudiees. Pour plus de securite, plusieurs sequences double brins doivent etre 
faites dans ce test de Tart anterieur. De plus, Texistence d'une mutation ne signe 

20 pas en elle-meme le caractere oncogenique de cette mutation. II pourrait s'agir d'un 
polymorphisme sans aucun lien avec la tumorigenicite. 

Uavantage du test double-hybride avec la proteine p-TrCP permet 
d*obtenir dans des delais equivalents a ceux necessaires a Tobtention d'une 
sequence, une reponse claire quant au pourcentage de sequences oncogeniques 

25 mutees de la P-catenine detectees a partir de TARN tumoral. Sur un grand nombre 
de colonies, le pourcentage de formes oncogeniques de la P-catenine incapables 
d*interagir avec la P-TrCP, par rapport aux formes sauvages qui interagissent avec 
la P-TrCP, peut etre determine precisement. Le test peut s*effectuer dans un temps 
equivalent a celui necessaire pour Tobtention de quelques sequences, et pour un 

30 cout reduit. 
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Les etapes de ce test sont les suivantes : 
1- Preparation de TARN total d'une biopsie d*une tumeur et du tissu sain 
environnant comme controle, par Tune des diverses techniques ou kits de 
preparation de TARN (AUSUBEL et al.. Current protocols in Molecular Biology). 
5 2- Amplification par RT-PCR a partir des echantillons ARN, des sequences 
catenine de la tumeur et du tissu sain environnant, en utilisant un couple 
d'oligonucleotides permettant Tamplification soit uniquement de la partie N- 
terminale (1-130) qui contient les mutations oncogeniques les plus frequemment 
rencontrees (RUBINFELD, B. et al.. Science, 275, 1790-1792, 1997 ; 
10 DE LA COSTE et al., Proc. Natl.Acad.Sci. USA, 95, 8847-8851, 1998), soit de 
Tensemble de la sequence codante de la P-catenine, 

3- Insertion de ces fragments amplifies par ligation dans un des vecteurs 
double-hybride, comme par exemple pGAD1318, de maniere a obtenir une fusion 
en phase avec le domaine deactivation de la transcription de Gal4, ou du domaine 

15 equivalent d'activation de la transcription ou de liaison a I'ADN code par le 
vecteur double-hybride utilise. 

4- Transformation de bacteries de diverses souches appropriees et etalement de 
la totalite de la transformation sur milieu LB-ampicilline. 

5- Recueil de Tensemble des colonies et minipreparation de plasmide 
20 (AUSUBEL, supra). 

6- Des levures L40 ou toute autre souche de levure appropriee, seront 
cotransformees par le plasmide contenant les sequences P-catenine de la 
minipreparation ci-dessus avec un hybride de fusion contenant la pTrCP, par 
exemple pLexA-pTrCP, dans lequel la ^TrCP est fusionnee au domaine de liaison 

25 a TADN de LexA. Un essai double-hybride est effectue sur I'ensemble des 
colonies obtenues, par exemple par etalement des levures cotransformees sur 
milieu DO-W-L, puis transfert des colonies sur milieu selectif pour la detection 
des interactions, c'est-a-dire milieu DO-W-L-H, ou en presence de X-Gal pour la 
detection des interactions par production de P-galactosidase (BARTEL P. & 

30 FIELDS S., Meth. EnzymoL, 254, 241-263, 1995). 
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Les reactifs necessaires pour ce test sont les suivants : 

1- Un vecteur pGAD1318 predigere aux sites appropries pour inserer le 
fragment amplifie obtenu par RT-PCR. 

2- Les oligonucleotides appropries pour amplifier la sequence de la P-catenine 
5 et inserer ensuite les sequences p-catenine amplifiees. Les oligonucleotides 

amorces pour Tamplification seront choisis en fonction du mode d'insertion du 
fragment amplifie et des sites retenus. 

3- Le plasmide pBTM116-PTrCP exprimant la pTrCP en fusion avec le 
domaine de liaison a I'ADN de LexA. 

10 4- A titre de controle des plasmides codant pour des hybrides de fusion avec 
des proteines controles, par exemple pLexRas et pGAD1318Raf. 

On pourra egalement, pour ce test, appliquer la technique de "Gap 
repair" (SCHWARTZ, H., et al. Mutation detection by a two-hybrid assay.. Hum. 
MoL Gen., 7, 1029-1032, 1998) pour inserer la sequence du fragment amplifie de 
15 la p-catenine dans le vecteur double-hybride et transformer directement des 
levures sans passer par Tetape de transformation prealable dans les bacteries. 

L'invention va maintenant etre decrite en detail a Taide de Texpose 
experimental ci-apres. 

Une grande partie des techniques decrites dans ces exemples, bien 
20 connues de Thomme du metier, est exposee en detail dans Touvrage de 
SAMBROOK et al. {supra) ou dans Touvrage de AUSUBEL et al. (supra). 

La description ci-apres sera mieux comprise a Taide des figures 1 a 12 
sur lesquelles : 

- la figure lA est la photographic d*une boite de Petri montrant la 
25 croissance de cellules de levure cotransformees par les plasmides contenant 
Vpuc + VBPl ; Vpuc + h-pTrCP ; Vpuc.2/6 + h-pTrCP ; Vpuc ; 
h-pTrCP + Vpuc et h-^TrCP + CD4c sur milieu en presence d'histidine (His+), 
sur milieu en I'absence d^histidine (His-) et sur milieu en presence du substrat de la 
p-galactosidase X-Gal (P-Gal) ; 
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- la figure IB est la photographic d'un gel (Northern blot) montrant 
3 ARNm de la proteine h-pXrCP de Tinvention ; 

- la figure IC est la photographic d'un immunoblot montrant 
Texpression de la proteine h-pTrCP de Tinvention ; 

5 - la figure 2 donne les sequences de 4 proteines, h-^TrCP de 

rinvention et pTrCPl de Xenopus, Met30p de Saccharomyces cervisiae et Scon2p 
de Neurospora crassa ; 

- la figure 3 est la photographic d*un gel SDS-PAGE 15% montrant 
interaction entre Vpu^ et la proteine h-pTrCP de Tinvention produite in vitro ; 

10 - la figure 4 est la photographic d'une boite de Petri montrant la 

croissance de cellules de levure cotransformecs par les plasmides contenant 
Skplp + h-pTrCP ; Skplp +h-pTrCP-A7W ; Skplp + VBPl et Skplp + CDA^ sur 
milieu en presence d'histidine (His+), sur milieu en Tabsence d'histidine (His-) et 
sur milieu en presence du substrat de la P-galactosidase X-Gal (p-Gal) ; 

15 - la figure 5 est une representarion schematique de la degradation du 

recepteur CD4 induite par la proteine Vpu presentant le reseau d'interactions decrit 
precedemment ; 

- la figure 6 est la photographic d'une boite de Petri montrant la 
croissance de cellules de levure cotransformees par les plasmides contenant 

20 pTrCP + iKBa ; P-TrCP + IkBq S32-36AA ; pXrCP + Raf ; Ras + IkBq ; pTrCP 
+ Vpuc et Ras + Raf sur milieu His+, sur milieu His- et Texpression de P-Gal ; 

- la figure 7 est une representation graphique montrant I'expression de 
la luciferase (exprimee en unites de lumiere par jxg : RLU/jiAg de proteine ) dans 
les cellules transfectees avec les constructions h-pTrCP et h-pTrCPAF et les 

25 plasmides de controle et les vecteurs rapporteurs ci-apres : 3Enh-KB-ConA luc ; 
ConA luc ; RSV luc ; 

- la figure 8 est la photographic d'un immunoblot montrant la detection 
de la proteine IkB phosphorylee ou non phosphorylee et la proteine h-pTrCP ou le 

fragment h-^-TrCPAF, en presence d*anticorps anti-lKBa, anti-lKBa-S32® et 
30 anti-Myc ; 
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- la figure 9 est la photographic d'un immunoblot montrant la detection 
de la proteine IkB phosphorylee ou non phosphorylee avec la proteine h-PTrCP ou le 

fragment h-pTrCPAF, en presence d'anticorps anti-lKBa-S32^et anti-lKBa ; 

- la figure 10 est la photographic d'une boite de Petri montrant la 
5 croissance de cellules de ievure cotransformees par les plasmides contenant 

pTrCP + pCatwno ; PXrCP + pCat,^no S33-37AA ; pTrCP-2 + pCatwno ; 
pTrCP-2 + pCatwno S33-37AA et pTrCP + pCat sur milieu His+, sur milieu 
His- et Texpression p-Gal ; 

- la figure 11 est une represention graphique donnant Texpression de la 
10 luciferase (RLU/fxg proteine) dans les cellules transfectees avec le plasmide 

pcDNA3, les plasmides contenant p-Cat AN, pTrCP, p-TrCPAF, KIA 696 (P- 
TrCP-2) et KIA 696 AF (p-TrCP2AF) ; 

- la figure 12 est la photographic d'un immunoblot montrant Tetude de 
la stabilite de la proteine p-catenine detectee avec des anticorps anti-pCat sous 

15 rinfluence de I'expression de la proteine h-^TrCP ou du fragment h-pTrCPAF 
detectes par I'anticorps anti-Myc. 

Exemple 1 : Criblage double-hvbride en levure / mise en evidence de la sequence 
d'ADNc de la proteine h-BTrCP et de la proteine h-6TrCP 

20 On a choisi comme cible le domaine cytoplasmique de la proteine Vpu. On a 
procede a la fusion des residus d'acides amines 28 a 81 de la proteine Vpu de 
risolat LAI de HIV-1 avec le domaine de fixation de lADN de Gal4 (Gal4BD). La 
banque d*ADNc criblee etait celle des cellules Jurkat (lignee lymphocytaire T 
humaine, ATCC n^TIB 152) et elle a ete fusionnee au domaine deactivation de 

25 Gal4 Gal4AD) dans le vecteur pGAD1318 (BENICHOU et al. J. Biol. Chem., 
269, 30073-30076, 1994). 

Le clone de 1,3 kb qui a ete isole initialement par le systeme double-hybride 
(denomme VBPl) code pour un ADN complementaire partiel. Get ADNc partiel 
code pour un fragment de 319 acides amines correspondant au domaine 

30 C-terminal de la proteine h-BTrCP. II contient sept motifs repetitifs suivis d*une 
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queue C-ierminale de 24 acides amines. Ces motifs repetitifs, qui sont connus, 
sont denommes motifs WD parce que leur extremite se temiine habituellement par 
la sequence Trp-Asp (WD). On notera que les motifs WD sont impliques dans des 
interactions proteine-proteine (NEER et al., Nature, 37L 297-300, 1994). 
5 Le clone ainsi isole a ete caracterise par sequengage d'ADN sur sequenceur 
automatise Applied Biosystem connu sous la denomination 
ABI 373A. La technique de sequengage d*ADN est bien connue de Thomme du 
metier et est decrite notamment dans Touvrage SAMBROOK et al., "Molecular 
Cloning : a Laboratory Manual" Ed. Cold Spring Harbor Press, NY, 1989. 
10 Une recherche dans les banques d*ADNc a montre que ce clone est Thomologue 
d'une sequence codant pour la proteine BTrCP de Xenope identifiee prealablement 
par SPEVAK et al. (Mol. Cell. Biol., 13, 4953-4966, 1993). 

L'ADNc complet (2,1 kb) de la proteine h-BTrCP, qui a la SEO ID No. 1, a ete 
obtenu par la technique de polymerisation en chaine (PCR) sur une preparation de 
15 plasmide correspondant a la banque d'ADN complementaires de cellules Jurkat, 
telles que defmies precedemment, dans le vecteur pGAD1318. 

En plus des sept motifs WD identifies dans le fragment C-terminal, la proteine 
h-6TrCP entiere selon Tinvention possede un domaine N-terminal d'environ 250 
acides amines. Le fragment N-terminal contient un motif pour lequel un consensus 
20 a ete recemment defmi sous le terme de boite F et dont le role serait de cibler des 
proteines vers la machinerie de degradation des proteines mediee par Tubiquitine 
grace a Tinteracrion de proteines contenant cette boite F avec la proteine Skplp 
(BAI et al., 1996, supra\ 

Ainsi la proteine h-6TrCP, par ses motifs WD, est d'une part capable d'interagir 
25 avec la proteine Vpu, et d'autre part possede un motif boite F qui interagit avec la 
proteine Skplp et est done capable de cibler les proteines vers les voies de 
degradation par le proteasome. 

La proteine h-PTrCP possede 569 acides amines et comprend une boite F et 
sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ID N*" 2 est la suivante : 

30 
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- boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 

- deuxieme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisieme motif WD : acides amines 343-372, 
5 - quatrieme motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquieme motif WD : acides amines 427-455, 

- sixieme motif WD : acides amines 467-492, 

- septieme motif WD : acides amines 516-544. 

On a recherche si la proteine ainsi isolee avait une quelconque homologie avec 
10 des proteines deja connues en utiiisant la technique, bien connue de Thomme du 
metier, d*alignement des sequences selon le programme de MACAW (SCHULER 
et al., Proteins : structure, function and genetics, 9, 180-190, 1991). 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2 qui montre que la proteine 
h-pTrCP a une homologie : 
15 • de 88% avec la proteine x-pTrCPl de Xenopus, 

• de 33% avec la proteine Met30p de Saccharomyces cerevisiae, inhibiteur de 
transcription implique dans ia biosynthese, 

• de 31% avec la proteine Scon2p de Neurospora crassa. 

La figure 2 montre egalement Templacement de la boite F et des motifs WD. 

20 

Exemple 2 : Clonage de TADNc de la proteine h-6TrCP 

UADNc de la proteine h-pTrCP ayant la SEO ID N** 1 a ete amplifie par 
PCR a partir de 2 \ig d'ADN du plasmide de la banque d'ADNc pGAD en utiiisant 
deux tours d'amplification, le couple exteme d'amorces pour le premier tour etant 
25 constitue de I'amorce sens A ayant la SEQ ID N** 3 (dans pGAD1318) et de 
I'amorce antisens B ayant la SEQ ID N° 4 (dans VPBl) et le couple interne 
d'amorces pour le deuxieme tour etant constitue de I'amorce sens C ayant la 
SEO ID 5 (dans pGAD1318) et de I'amorce antisens D ayant la SEO ID 6 
(dans VPBl). 
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A la suite de cette procedure, on a isole un fragment de 1,4 kb, sousdone dans 
le plasmide pGAD-VBPl sous la forme d'un fragment 5'Spel-3'BglII, pour 
reconstituer le clone pGAD-h-PTrCP. 

Les sequences codant pour VBPl (residus d'acides amines 251 a 569 de la 
proteine h-pTrCP) ou codant pour la proteine h-PTrCP entiere ont ete sousclonees 
dans les vecteurs pGBT9, pGEX4T2 (Pharmacia) ou pCDNA3 (uniquement pour 
la proteine h-PTrCP) (Invitrogen) en utilisant des procedures standards. 

Exemple 3 : Interaction sp ecifioue de la proteine Vpu avec la proteine h-pTrCP 

Les resuitats experimentaux qui demontrent interaction specifique de la 
nouvelle proteine humaine BTrCP avec la proteine Vpu sont illustres sur la 
figure 1. 

3a- Interaction entre la pro teine Vpu et la proteine h-BTrCP par le crible 
double-hvbride decrit precedemment . 
15 La figure lA demontre I'interaction, par la technique double-hybride, de la 
region C-terminale de la proteine h-fiTrCP (VBPl) issue de la banque d'ADNc de 
cellules Jurkat (ligne 1) ou de la proteine h-6TrCP emigre (ligne 2) fusionnee au 
domaine d'activation de Gal4, avec le domaine cytoplasmique de Vpu fusionne au 
domaine de liaison a I'ADN de Gal4 ou vice-versa (ligne 5). L'interaction se 
manifeste par I'activation des deux genes rapporteurs His3 et LacZ ; le gene His3 
permet la pousse des levures en I'absence d'histidine (panneau -His), et le gene 
LacZ induit la production de 6-galactosidase manifestee par la coloration bleue en 
presence du substrat X-Gal (panneau B-Gal). Cette interaction est specifique 
puisqu'elle n'est pas retrouvee entre la proteine Vpu et le vecteur seul (ligne 4), ou 
entre la proteine h-6TrCP et une autre proteine telle la region cytoplasmique de 
CD4 (ligne 6). Le panneau + His est un panneau controle qui montre que toutes 
les combinaisons, y compris lorsqu'il n'y a pas d'interaction, poussent en presence 
d'histidine. 

II faut noter que la proteine h-BTrCP n'interagit pas avec un mutant de la 
proteine Vpu inactif, Vpuc-2/6 (ligne 3), clone mute sur les deux residus serine 
Ser 52 et Ser 56, qui sont essentiels pour I'activite de Vpu (MARGOTTIN et al. 



20 



25 



wo 99/38969 




PCT/FR99/00196 



1996, supra), Ce resultat demontre qu*il y a correlation entre la capacite de Vpu a 
interagir avec la h-fiTrCP et son activite. 

3b- Mise en evidence de rcxpression dc la proteine h-BTrCP par analyse 
"Northern Blot" , 

5 Par analyse "Northern Blot" d'ARNm de differentes lignees cellulaires 
humaines en utilisant une sonde 5', on a trouve que plusieurs ARN messagers 
(ARNm) hybrident avec une sonde correspondant a h-6TrCP (Fig, IB). Ces 
ARNm de tailles respectives 2,4 kb, 3,5 kb et 7 kb, sont retrouves dans tous les 
tissus humains testes. Cette multiplicite d'ARNm est reminiscente de la situation 
10 decrite par HUDSON et aL (Dev. Genet., 19, 190-198, 1996) pour les ARNm de 
la fiTrCP de Xenope, pour laquelle 3 ARNm differents de tailles respectives 
voisines de celles trouvees ici pour les ARNm de la h-BTrCP ont ete rapportes. 

3c- Mise en evidence de Texpression de la proteine h-^TrCP par analyse 
"Immunoblot". 

15 Des anticorps anti-peptidiques anti-h-^TrCP (Abs) ont ete produits chez des 
lapins par immunisation avec le peptide de synthese 275-293 correspondant au 
premier motif WD de la proteine h-PTrCP. Ces anticorps Abs ont ete purifies par 
affmite par adsorption sur 30 ^g de la proteine de fusion GST-VBPl, exprimee 
chez £. Coli a panir du vecteur pGEX-VBPl et immobilisee apres 

20 electrobuvardage sur une membrane de nitrocellulose. Les anticorps Abs purifies 
ont ensuite ete elues par Teluant glycine.HCl, pH 3,0, neutralises avec du tampon 
IM TRIS, pH 8,0, et utilises pour une analyse, par la technique de Western blot, 
de Texpression de la proteine h-pTrCP dans les cellules humaines Sup Tl (Tl), 
dans les reticulocytes de lapins (RRL) et dans les lysats de membrane 

25 microsomique canine (CMM). 

La Figure IC montre Texpression de la proteine h-BTrCP detectee dans un lysat 
de cellules T humaines de la lignee Sup Tl ( ligne 1), de reticulocytes de lapin de 
Promega (ligne 3), par la technique "Western blot" en utilisant les anticorps anti- 
h-BTrCP diriges contre le peptide 275-293 obtenus precedemment. En revanche 

30 aucune proteine correspondant a la h-BTrCP n'a pu etre detectee dans des 
membranes de microsomes de pancreas de chien de Promega (ligne 2). La taille de 
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la proteine h-BTrCP detectee ( 60 kD) indique que le clone d'ADNc de h-BTrCP 
qui a ete caracterise et qui est represente sur la figure 2 est capable de coder pour 
la proteine h-6TrCP entiere. 

Exemple 4 : Cartograohie des sites d'interaction entre Vpuc pt la proteine 
h-BTrCP 

Les sites d'interaction entre le domaine cytoplasmique de la proteine Vpu 
(Vpuc) et la proteine h-BTrCP de invention ont ete determines de la fa?on 
suivante. 

Au niveau de Vpuc, il a ete montre que la mutation des serines aux positions 52 
et 56 (clone Vpuc-2/6) abolissait integralement interaction entre Vpu et h-BTrCP. 

Au niveau de h-6TrCP, les resultats d'interaction double-hybride avec le 
domaine cytoplasmique de Vpu et les differents mutants decrits ci-apres montrent 
que I'ensemble des motifs WD et la queue C-terminale sont requis pour une 
15 interaction optimale, comme indique dans le tableau ci-apres, 
Les mutants utilises sont les suivants : 

• VPBl-AW, (clone VPBl dont le premier domaine WD a ete delete ; residus 292 
a 569), qui correspondent a un fragment Bglll-Xhol de VBPl, 

• VPBI-AW4.7 (clone VPBl dont les domaines WD 4 a 7 ont ete deletes ; residus 
20 292 a 396), et 

•VPBl-AC-ter (clone VPBl dont la queue C-terminale apres le 
7*"" domaine WD a ete deletee ; residus 292 a 545) 

par PGR en utilisant respectivement I'amorce sens C, decrite precedemment, et les 
amorces antisens E et F suivantes dans VBPl. 
25 Amorce E : SEQ ID N" 7 
Amorce F : SEO IND N° 8. 

Le mutant h-pTrCP-A7W (clone h-6TrCP dont les sept domaines WD ont ete 
deletes ; residus 1 a 291) a ete construit en inserant un fragment Spel-Bglll a 
panir de la proteine h-pTrCP dans le vecteur pGAD1318 et le mutant pXrCPAF 
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(residus deletes : 32 a 179) a ete obtenu par deletion du fragment Avrll-Asp718 de 
la proteine h-pTrCP avec conservation du cadre de lecture. 

On a verifie que Tinteraction entre les proteines Vpu et h-pTrCP pouvait avoir 
lieu in vitro par le procede suivant : les deux proteines ont ete introduites dans du 
5 lysat de reticulocytes de lapins (RRL). Les complexes Vpu/pTrCP formes in vitro 
ont ete identifies par co-immunoprecipitation en utilisant des anticorps 
anti-h-pTrCP diriges contre le peptide 553-569, prepares par le meme procede que 
celui utilise pour obtenir les anticorps anti-h-PTrCP diriges contre le peptide 275- 
293, 

10 La figure 3 illustre Tinteraction in vitro entre les proteines Vpu et h-PTrCP. La 
ligne 1 montre que la proteine Vpu n'est pas reconnue par Tantiserum 
anti-h-pTrCP, tandis que la ligne 5 montre qu*elle precipite en presence d'un 
antiserum anti-Vpu, La ligne 2 montre que les anticorps anti-h-^TrCP sont 
capables de coprecipiter la proteine Vpu co-traduite in vitro avec la proteine 

15 h-pTrCP. La ligne 4 montre que le double mutant de Vpu mute sur les positions 
Ser52 et Ser56, incapable d'induire la degradation de CD4, n'interagit pas avec la 
proteine h-pTrCP, et n'est done pas coprecipite par des anticorps anti-h-pTrCP, 
tandis que les iignes 6 et 7 montrent que ce mutant Vpuc.2/6 traduit avec la 
meme efficacite que la proteine Vpu. 

20 
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Exemple 5 : Interaction entre la proteine h-fiTrCP et la proteine Skplp 

Afin de demontrer que le motif boite F etait bien fonctionnel et pouvait done 
effectivement servir au ciblage vers le proteasome par I'intermediaire de la 
proteine Skplp, on a realise un test double-hybride entre le domaine N-terminal de 
5 la proteine h-PTrCP et la proteine Skplp, ce qui a permis de mettre en evidence 
une interaction entre la proteine h-PTrCP et la proteine Skplp. 

La proteine humaine Skplp decrite dans BAI et al. (1996, supra) a ete 
sousclonee dans le vecteur pLexlO pour une analyse d^interaction avec la proteine 
h-pTrCP dans la souche de levure L40 (VOJTEK et al. Cell, 74, 205-214, 1993). 

10 La figure 4 illustre les resultats obtenus. La ligne 1 de la figure 4 montre tout 
d'abord que la proteine h-pTrCP interagit avec la proteine Skplp. La ligne 2 
montre que le domaine N-terminal suffit a obtenir Tinteraction, alors que la ligne 3 
montre que I'absence du domaine N-terminal de la proteine h-pTrCP dans VBPl 
fait perdre toute interaction avec la proteine Skplp. Ces resultats sont des 

15 arguments supplementaires importants en faveur d'un role de la proteine h-pTrCP 
dans la degradation mediee par la proteine Vpu du recepteur CD4, et egalement 
corroborent les resultats de FUJITA et al. (1997, supra) et de SCHUBERT et al. 
(1997, supra) montrant que la degradation du recepteur CD4 induite par la 
proteine Vpu devrait avoir lieu dans le proteasome. II est a noter que le domaine 

20 cytoplasmique de CD4 est incapable de se lier directement a la proteine Skpl 
(ligne 4). 

Exemple 6 : Modele du reseau d'interactions impliquc dans la degradation du 
recepteur CD4 

La degradation du recepteur CD4 induite par la proteine Vpu est effectuee par 
le reseau d'interactions a) entre la proteine Vpu et le recepteur CD4, b) entre la 
proteine Vpu et les motifs WD de la proteine h-pTrCP et c) entre la boite F de la 
proteine h-^TrCP et la proteine Skplp, cette demiere interaction permettant d) le 
ciblage du complexe Vpu/CD4 vers le proteasome, 

Ce reseau d'interactions est illustre schematiquement sur la figure 5. 
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Cest par rintermediaire d*un tel reseau d 'interactions que la degradation du 
recepteur CD4 par le proteasome via la proteine Vpu est provoquee. 

La degradation du recepteur CD4 permet la liberation de la proteine 
d'enveloppe Gpl60 et done la liberation du virus HIV-1 infectieux. 
5 Un des moyens pour empecher le developpement du virus HIV-1 chez le 
patient atteint consiste done a empecher la degradation du recepteur CD4. Un des 
moyens pour empecher cette degradation au vu du procede de degradation ci- 
dessus consiste a rechercher des inhibiteurs, ou agents antiviraux anti-HIV, 
inhibant Tinteraction soit entre la proteine Vpu et la proteine h-pXrCP, soit entre 
10 la proteine h-^TrCP et la proteine Skplp par les procedes decrits precedemment. 

Exemple 7 : In teraction entre la proteine h-BTrCP et la proteine IkB 

Pour ce test double-hybride en levure, on a fusionne les proteines decrites ci- 
dessous, soit au domaine deactivation de la transcription de Gal4 (Gal4D), soit au 
15 domaine de liaison de TADN de LexA : 

- PTrCP = proteine humaine pXrCP de la presente invention, 

- iKBa , 

- iKBa S32-36A = mutant de IkHq au niveau des serines S32 et S36 de sorte 
qu*il n'y a pas phosphorylation, 

20 - Ras = proteine controle, 

- Raf = proteine controle, 

- Vpuc = proteine Vpu cytoplasmique telle que decrite precedemment. 

Les resultats experimentaux qui demontrent interaction specifique de la nouvelle 
proteine humaine pXrCP avec la proteine IkB sont illustres sur la figure 6. 
25 Grace a ce test double-hybride, il est montre que : 

- les deux proteines h-pXrCP et IkB sont capables d'interagir, 

- rinteraction h-pTrCP/lKB est specifique des deux hybrides puisque, lorsque 
Tun des deux hybrides est remplace par un hybride avec une autre proteine telle 
que Gal4AD-Raf ou LexABD-Ras, il n'y a plus d'interaction, alors que ces deux 

30 hybrides controles sont capables d'interagir, et 
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- cette interaction est perdue quand les residus serines S32 et S36 de la proteine 
IkB sont mutes en residus non phosphorylables comme Alanine. 

Dans ce test, on a egalement observe une interaction entre la proteine VPu du 
virus fflV-1 et la proteine h-pTrCP. 

5 

Exemple 8 : Interaction iKB/h-BTrCP en cellules humaines : modulation de 
Tactivation transcriptionnelle de genes rapporteurs de Tactivite NFkB par 
Texpression de la proteine h-6TrCP ou de son fragment h-pTrCPAF 

Dans des cellules non stimulees (NS) de la lignee cellulaire 293, la proteine 

10 pTrCP humaine ou le fragment h-pTrCPAF sont exprimes transitoirement a panir 
d'un vecteur d'expression eucaryote tel que pCDNA3 (Invitrogen), ayant insere 
TADNc codant pour la proteine h-^TrCP sous le controle d'un promoteur du 
cytomegalovirus fort (CMV). Une quantite de 3 fig de ce plasmide, qui permet 
Texpression de la proteine h-pTrCP ou du fragment h-pTrCPAF, est cotransfectee 

15 par lipofectamine (Life technologies), avec 1 fig d'un vecteur rapporteur 
dependant (3Enh-KB-ConA Luc) ou independant (RSV Luc ou ConA Luc) de sites 
NFkB qui controlent Texpression du gene rapporteur luciferase. 

Les resultats obtenus (Figure 7) montrent que le fragment h-pXrCPAF est 
capable d^agir comme un transdominant negatif. Le fragment h-pTrCPAF inhibe 

20 par competition avec la pTrCP endogene, I'activition de NFkB induite par le TNF 
ou Tacide okadaique (OKA). Cette activation de NFkB est mesuree par I'activite 
d'un gene rapporteur sous le controle d*un promoteur qui a trois sites de fixation a 
NFkB (3Enh-KB-ConA Luc) (Arenzana et al., 1993, J. Virol., 67, 6596-6609). En 
revanche, la proteine h-pTrCP a un effet activateur sur Tactivation de NFkB. La 

25 proteine h-pXrCP ou le fragment h-pXrCPAF n'ont aucun effet sur la transcription 
d'un gene rapporteur dirige par un promoteur ne contenant pas de sites NFkB 
(RSV Luc) (Invitrogen). 
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Exemple 9 : Utilisation d'anticoros spe c ifioues nour la mise en Pv.Hpn.-. 
rinteraction entre la proteine h-6TrCP et la proteine WB endop enp Hpc pH1„Uc 
293 ou Hela. et de se s consequences sur la stabilite de la proteine IktR 

La stabilite des formes phosphorylees d'iKB a ete analysee dans des cellules 
293 transfectees par un plasmide controle, par un plasmide pcDNA (Invitrogen) 
exprimant la proteine h-pTrCP ou par un plasmide pcDNA exprimant le fragment 
h-pTrCPAF, la proteine h-pTrCP et le fragment h-PTrCPAF ayant ete fusionnes k 
I'epitope myc en C-terminal de ce vecteur pcDNA. Apres 36 heures, on a stimule 
les cellules 293 avec du TNF en presence de 100 jug/ml de cycloheximide 
(inhibiteur de la synthese proteique). On a separe les proteines cytoplasmiques en 
gel polyacrylamide denaturant au SDS, puis on les a transf6r6es sur une membrane 
de nitrocellulose et incubees, soit avec I'anticorps monoclonal lOB dirige contre la 
partie amino-terminale d'lKB et reconnaissant toutes les formes de la proteine 
(a-lKBa ; JAFFRAY et al., Mol. Cell. Biol., 15, 2166-2172, 1995), soit avec un 
anticorps polyclonal reconnaissant specifiquement les formes phosphorylees 

d'iKB (a-lKBa-S32® ; 9241S, New England Biolabs), soit avec un anticorps monoclonal 
anti-myc dingc contre I'epitope myc fusionne a h-pTrCP et h-pTrCPAF et 

montrant I'expression de ces demiers dans les cellules transfectees (a-Myc ; 
SC40AC, Santa Cruz), en realisant un Western blot (WB). 

Les resultats obtenus (figure 8) montrent que I'expression du mutant 
h-pTrCPAF s'accompagne de I'inhibition de la degradation de IkB normalement 
induite par le TNF. Sous influence de I'expression de h-pTrCPAF, les formes 
phosphorylees s'accumulent, comme montre par la reactivite des anticorps 
a-lKBa-S32^(panneau de droite). 

La proteine h-pTrCP, au contraire, active la degradation de iKBa (panneau du 
milieu). Le panneau inferieur concemant I'anticorps a-Myc est un panneau temoin 
qui montre I'expression des proteines h-pTrCP et h-pTrCPAF. 

On a egalement confirme I'interaction h-pTrCP-lKB par une experience 
d'immunoprecipitation. 
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Pour ce faire, on a transfecte des cellules Hela avec un plasmide pcDNA 
controle exprimant la P-galactosidase (p-Gal), la proteine h-^TrCP (pTrCP) ou le 
mutant h-PTrCPAF (pTrCPAF), h-pTrCP et h-pTrCPAF ayant ete fusionnes avec 
un epitope myc en C- terminal. Apres 36 heures, on a stimule les cellules Hela 
5 pendant 15 minutes par le TNF en presence d'inhibiteurs du proteasome (z-LLL-H) 
(PALOMBELLA, V. et al.. Cell, 78, 773-789, 1994) (z-LLL-H + TNF ; 
reaction +), ou laissees sans stimulation (reaction -). On a ensuite procede soit a 
un immunoblot direct apres separation des proteines du lysat cellulaire par gel 
denaturant SDS et transfert sur une membrane de nitrocellulose incubee avec 

des anticorps a-lKBa-S32^(panneau superieur), soit a une immunoprecipitation avec 
des anticorps a-Myc suivie d'un immunoblot comme indique ci-dessus avec 

Tanticorps a-lKBa- Tanticorps a-lKBa . 

Les resultats sont indiques sur la figure 9, sur laquelle le panneau superieur 
reprend les resultats uniquement du Western blot et les deux panneaux inferieurs 

15 ceux de Timmunoprecipitation-Westem blot, et le panneau de droite donne le 
patron de migration des formes phosphorylees induites par le traitement au TNF 
sur des cellules Hela controles. 

La figure 9 montre, par des experiences de co-immunoprecipitation de la 
proteine h-pTrCP ou du fragment h-PTrCPAF fusionnes avec Tepitope myc, que 

20 seule la forme phosphorylee de IkBq et non la forme non phosphorylee, est 
associee a la proteine h-^TrCP (colonne 4). Cette association est surtout revelee 
grace a Tinhibinon de la degradation induite par le mutant 
h-PTrCPAF (colonnes 5 et 6), et a Tutilisanon d*inhibiteurs du proteasome 
(z-LLL-H). 

25 

Exemple 10 : Interaction entre la proteine h-BTrCP et la proteine B-catenine 

Pour ce test double-hybride, on a fusionne les ADNc codant pour les proteines 
decrites ci-dessous, soit au domaine deactivation de la transcription de Gal4 
(Gal4AD), soit au domaine de liaison a TADN de LexA (LexABD) : 
30 - pTrCP = proteine humaine PTrCP de la presente invention. 
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- KIAA0696 (pTrCP-2) = proteine humaine pTrCP isolee par ISHIKAWA et 
al. (DNA Research, 5, 169-176, 1998), 

- pCati-oo = proteine P-catenine normale (domaine N-terminal ; 1 — 130), 

- pCatwi3o S33.37AA = proteine P-catenine oncogene mutee sur les residus 
5 serine S33 et S37 de sorte qu'il n'y a pas phosphorylation, 

- pCat = proteine p-catenine normale entiere, 

Les resultats experimentaux qui demontrent qu'il existe une interaction 
specifique de la nouvelle proteine humaine pTrCP avec la proteine P-catenine 
sont illustres sur la figure 10. 
10 Grace a ce test double-hybride, il est montre que : 

- les deux proteines h-pTrCP et pCatw^o sont capables d'interagir, 

- I'interaction h-pTrCP/pCatw,3o est perdue quand les residus serine S33 et 
S37 sont mutes en residus non phosphorylables 0-catenine oncogene), et 

- la pTrCP-2 n'est pas capable de reagir ni avec la p-catenine non mutee, ni 
15 avec la P-catenine mutee. 

II est a noter qu'on observe egalement une interaction, entre la proteine p- 
catenine entiere et la proteine h-pTrCP. 

Exemple 1 1 : Activation de la transcription du gene rapporteur TCF/LFF p ar 
20 expression de la g-catenine mutee ou de h -BTrCP AF dans les cellules hnmainpc 
293. 



On a transfecte des cellules HEK 293 avec le vecteur rapporteur Top-TK-Luci, 
qui contient un multimere de sites TCF-LEF ou le vecteur rapporteur Fop-TK- 
Luci, qui contient un multimere controle inactif de .«-ites TCF-LEF. Ces 
25 constructions sont cotransfectees avec ie vecteur d'expression pCDNA3 
(Invitrogen), soil vide comme controle, soit exprimant un fragment oncogenique 
de la p-catenine, a savoir la p-catenine depourvue de la partie 
N-terminale p-catAN, soit exprimant la proteine h-pTrCP ou le fragment 
pTrCPAF. L'activite luciferase est mesuree 24 h apres la transfection et normalisee 
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a une activite Renilla Luciferase controle obtenue par co-transfecrion de cellules 
avec le vecteur RSV-Renilla (Promega). 

Les resultats obtenus, qui figurent sur la figure 11, montrent que le fragment 
h-pTrCPAF induit une activation d'un gene rapporteur controle par un promoteur 
5 TCF/LEF, qui repond a des modifications de niveau d'expression de la p-catenine 
(Morin PJ. et al. 1997, Science, 275, 1787-1790). Ceci indique que la degradation 
de la P-catenine est inhibee par expression du mutant h-pTrCPAF. Par centre, en 
ce qui conceme la proteine KIAA 0696 p-TrCP2 dans le meme systeme de gene 
rapporteur, Teffet positif induit par le KIAA 0696 AF (pTrCP2AF) est beaucoup 
10 plus faible que celui obtenu avec la construction equivalente pTrCPAF. 

Uensemble de ces resultats demontrent done que c'est la proteine h-pTrCP de 
rinvention, et non la proteine KIAA 0696, qui est le mediateur de la degradation 
de la P-catenine. 

15 Exemple 12 : Etude de Texpression de la proteine h-BTrCP ou du fragment 
h-BTrCPAF sur la stabilite de la p-catenine endogene des cellules Hela 

On a transfecte des cellules Hela avec les quantites d'ADN indiquees sur la 
figure 12, exprimant soit la proteine h-pTrCP, soit le fragment h-pTrCPAF 
fusionnes a Tepitope myc en C-terminal dans un vecteur pcDNA (Invitrogen). 

20 Apres 24 heures, on a lyse les cellules et on a separe les proteines cellulaires sur 
gel de polyacrylamide denaturant SDS, on les a transferees sur membrane de nitro- 
cellulose et on les a incubees soit avec un anticorps anti-p-catenine (a-pCat), soit 
avec un anticorps anti-myc pour la detection de I'expression de la proteine h- 
PTrCP ou du fragment h-pTrCPAF (a-Myc) en realisant un Western blot (WB). 

25 Les resultats sont indiques sur la figure 12 et montrent que Texpression de la h- 
pXrCP augmente la degradation de la P-caienine (colonne du milieu), alors que 
Texpression du mutant h-pTrCPAF inhibe la degradation de la p-catenine et 
conduit a son accumulation dans les cellules (colonne de droite). 

II est a noter que, dans la colonne C, on montre un controle de cellules Hela 

30 non transfectees ; et I'asterisque indique, par le marquage non specifique d'une 
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proteine cellulaire du lysat de cellules Hela que, approximativeraent, 1 . oieme 
quantite de proteines celluiaires a 6t6 ddposee dans toutes les pistes. 
Les resultats corroborent ceux montres dans I'exemple precedent. 
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REVENDICATIONS 



1. Proteine humaine BTrCP (h-BTrCP) de ciblage des proteines vers les 
voies de degradation par le proteasome, caracterisee en ce qu*elle a la 

5 SEO ID No.2. 

2. Proteine selon la revendicarion 1, caracterisee en ce qu*elle est capable 
d*interagir avec les proteines susceptibles d'etre degradees par le proteasome, 
notamment celles qui possedent le motif de phosphorylation comprenant les 
acides amines Asp-Ser-Glu-Xaa-Xaa-Ser dans lequel Xaa est un acide amine 

0 naturel quelconque et dans lequel les residus serine sont phosphoryles. 

3. Proteine selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
est capable d'interagir avec la proteine Vpu du virus HIV-I ou avec les proteines 
cellulaires IkP ou ^-catenine. 

4. Proteine selon la revendicarion 1, caracterisee en ce qu'elle est capable 
5 d'interagir avec la proteine Skplp. 

5. Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee en 
ce qu*elle comporte les motifs ci-apres : 

- boite F : acides amines 147-191, 

- premier morif WD : acides amines 259-292, 
0 - deuxieme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisieme motif WD : acides amines 343-372, 

- quatrieme morif WD : acides amines 387-415, 

- cinquieme motif WD : acides amines 427-455, 

- sixieme motif WD : acides amines 467-492, 
5 - seprieme motif WD : acides amines 516-544. 

6. Fragments peptidiques de la proteine selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5 resultant de I'addition, la suppression et/ou le remplacement 
d*un ou plusieurs acides amines, lesdits fragments peptidiques ayant conserve 
Tactivite d*interacrion avec la proteine Vpu du virus HIV-1, la proteine cellulaire 

0 IkB ou la proteine cellulaire ^-catenine et/ou avec la proteine Skplp. 
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7. Sequences d'acides nucleiques codant pour la proteine humaine h-6Trcp 
et les fragments peptidiques selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisees en ce qu'elles sont constituees par : 

a) la sequence d'ADN SEO ID No.l et des fragments d'acides nucleiques codant 
pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strictes avec les sequences 
ci-dessus ou un de ses fragments ; 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la degenerescence du code genetique, 
resultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la proteine humaine 
h-6Trcp ou les fragments de celle-ci ; et 

d) les sequences d'ARNm et d'ADN correspondantes. 

8. Utilisation de la proteine h-6TrCP ou des fragments peptidiques selon 
rune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antiviraux 
anti-HIV-l susceptibles d'inhiber interaction entre la proteine h-pTrCP et la 

15 proteine Vpu. 

9. Utilisation de la proteine h-STrCP ou des fragments peptidiques selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antiviraux anti- 
HIV-l susceptibles d'inhiber I'interaction entre la proteine h-pTrCP et la proteine 
Skplp. 

10. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 
pour le criblage d'agents antiviraux anti-HIV susceptibles d'inhiber I'interaction 
entre la proteine h-pTrCP et la proteine Vpu. 

11. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 
pour le criblage d'agents antiviraux anti-HIV susceptibles d'inhiber I'interaction 
entre la proteine h-pTrCP et la proteine Skplp. 

12. Utilisation de la proteine h-BTrCP ou des fragments peptidiques selon 
rune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antitumoraux 
capables de penurber la regulation du cycle cellulaire ou des processus de 
degradation des proteines dans des cellules humaines tumorales par modulation de 

30 I'interaction entre la proteine h-6TrCP et la proteine Skplp. 



20 



25 
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13. Utilisation des sequences d'acides nucleiques seion la revendication 7, 
pour le criblage d'agents antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle 
cellulaire ou des processus de degradation des proteines dans des cellules 
humaines tumorales par modulation de Tinteraction entre la proteine h-6TrCP et la 

5 proteine Skplp. 

14. Utilisation de la proteine h-pTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents anti- 
inflammatoires capables de perturber Tactivarion du facteur de transcription NFkB 
par inhibition de Tinteraction entre la proteine h-^TrCP et la proteine IkB. 

10 15. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la 

revendication 7 pour le criblage d'agents anti-inflammatoires capables de perturber 
I'activanon du facteur de transcription NFkB par inhibition de interaction entre la 
proteine h-pTrCP et la proteine IkB. 

16. Utilisation de la proteine h-PTrCP ou des fragments peptidiques selon 

15 Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antitumoraux 
susceptibles de reactiver Tinteracrion entre la proteine 
h-pXrCP et une proteine P- catenine mutee de cellules tumorales, ou entre la h- 
PTrCP et la catenine normale de cellules tumorales depourvues de la proteine 
APC. 

20 17. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la 

revendication 7 pour ie criblage d'agents antitumoraux susceptibles de reactiver 
I'interacrion entre la proteine h-PTrCP et la proteine p- catenine mutee de cellules 
tumorales ou entre la h-pTrCP et la p- catenine normale de cellules tumorales 
depourvues de la proteine APC. 

18. Utilisation de la proteine h-pTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents anti-Alzheimer 
susceptibles de reduire le taux de degradation de la P- catenine par inhibition de 
rinieraction entre la proteine h-pXrCP et la proteine P- catenine. 

19. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 
pour le criblage d'agents anti-Alzheimer susceptibles de reduire le taux de 
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degradation de la catenine par inhibition de Tinteraction entre la proteine h- 
PTrCP et la proteine P- catenine. 

20. Utilisation de la proteine h-pTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour la detection par criblage en double- 

5 hybride en levure des mutations de la catenine. 

21. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 
pour la detection par criblage en double-hybride en levure des mutations de la 
P- catenine. 

22. Agents antiviraux anti-fflV qui sont constitues par les fragments 
10 peptidiques de la proteine h-6TrCP selon la revendication 4 denues de la boite F. 

23. Agents antiviraux anti-HIV qui sont constitues par les fragments 
peptidiques de la proteine h-BTrCF selon la revendication 7 denues des motifs 
WD. 

24. Anticorps diriges contre la proteine h-6TrCP ou les fragments 
15 peptidiques tels que definis dans Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

25. Oligonucleotides antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 
proteine h-6TrCP selon I'une quelconque des revendications 1 a 6 qui s'hybrident 
avec une sequence d'acides nucleiques selon la revendication 7. 

26. Agents antitumoraux qui sont constitues par les fragments peptidiques 
20 de la proteine h-6TrCP selon la revendication 7, qui possedent la boite F. 

27. Agents antitumoraux qui sont consitues par les fragments peptidiques de 
la proteine h-PTrCP selon la revendication 7 et qui ont conserve a la fois les 
motifs WD et la boite F. 

28. Agents anti-inflammatoires qui sont constitues par les fragments 
25 peptidiques de la proteine h-pXrCP selon la revendication 7 denues de la boite F. 

29. Animaux transgeniques exprimant un transgene de la proteine h-6TrCP 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

30. Animaux transgeniques dans lesquels le gene BTrCP a ete invalide. 
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31. Vecteur d'expression, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
d'acides nucleiques selon la revendication 7 et les moyens necessaires a son 
expression. 

32. Microorganismes ou cellules botes transformes par un vecteur 
5 d'expression selon la revendication 31. 

33. Microorganismes ou cellules botes co-transformes par un vecteur 
d'expression contenant le gene codant pour la proteine Vpu et un vecteur 
d'expression selon la revendication 31. 

34. Microorganismes ou cellules botes cotransformes par un vecteur 
10 d'expression contenant le gene codant pour la proteine Skplp et un vecteur 

d'expression selon la revendication 31. 

35. Microorganismes ou cellules botes cotransformes par un vecteur 
d'expression contenant le gene codant pour la proteine IkB et un vecteur 
d'expression selon la revendication 31. 
15 36. Microorganismes ou cellules botes cotransformes par un vecteur 

d'expression contenant le gene codant pour la proteine p-catenine oncogene et un 
vecteur d'expression selon la revendication 31. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101, Rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 Cedexl3 

(ii) TITRE DE L» INVENTION: Proteine humaine pTrCP de ciblage 

des proteines vers les voies de degradation par le proteasome 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2151 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 70. .1776 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TGCGTTGGCT GCGGCCTGGC ACCAAAGGGG CGGCCCCGGC GGAGAGCGGA CCCAGTGGCC 

TCGGCGATT ATG GAC CCG GCC GAG GCG GTG CTG CAA GAG AAG GCA CTC 108 
Met Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu 
^5 10 

AAG TTT ATG AAT TCC TCA GAG AGA GAA GAC TGT AAT AAT GGC GAA CCC 156 
Lys Phe Met Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cys Asn Asn Gly Glu Pro 
15 20 25 



60 



qCT AGG AAG ATA ATA CCA GAG AAG AAT TCA CTT AGA CAG ACA TAC AAC 204 
Pro Arg Lys He He Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn 

35 40 45 



AGC TGT GCC AGA CTC TGC TTA AAC CAA GAA ACA GTA TGT TTA GCA AGC 252 

ser Cys Ala Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser 

50 55 60 

ACT GCT ATG AAG ACT GAG AAT TGT GTG GCC AAA ACA AAA CTT GCC AAT 300 

Thr Ala Met Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn 

65 70 75 
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GGC ACT TCC AGT ATG ATT GTG CCC AAG CAA CGG AAA CTC TCA GCA AGC 348 
Gly Thr Ser Ser Met lie Val Pro Lys Gin Arg Lys Leu Ser Ala Ser 
80 85 90 

TAT GAA AAG GAA AAG GAA CTG TGT GTC AAA TAG TTT GAG CAG TGG TCA 396 
Tyr Glu Lys Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser 
95 100 105 

GAG TCA GAT CAA GTG GAA TTT GTG GAA CAT CTT ATA TCC CAA ATG TGT 444 
Glu Ser Asp Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu lie Ser Gin Met Cys 
110 115 120 125 

CAT TAC CAA CAT GGG CAC ATA AAC TCG TAT CTT AAA CCT ATG TTG CAG 492 
His Tyr Gin His Gly His He Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin 
130 135 140 

AGA GAT TTC ATA ACT GCT CTG CCA GCT CGG GGA TTG GAT CAT ATC GCT 54 0 

Arg Asp Phe He Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp His He Ala 
145 150 155 

GAG AAC ATT CTG TCA TAC CTG GAT GCC AAA TCA CTA TGT GCT GCT GAA 588 
Glu Asn He Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cys Ala Ala Glu 
160 165 170 

CTT GTG TGC AAG GAA TGG TAC CGA GTG ACC TCT GAT GGC ATG CTG TGG 636 
Leu Val Cys Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp 
175 180 185 

AAG AAG CTT ATC GAG AGA ATG GTC AGG ACA GAT TCT CTG TGG AGA GGC 684 
Lys Lys Leu He Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly 
190 195 200 205 

CTG GCA GAA CGA AGA GGA TGG GGA CAG TAT TTA TTC AAA AAC AAA CCT 732 
Leu Ala Glu Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro 
210 215 220 

CCT GAC GGG AAT GCT CCT CCC AAC TCT TTT TAT AGA GCA CTT TAT CCT 780 
Pro Asp Gly Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro 
225 230 235 

AAA ATT ATA CAA GAC ATT GAG ACA ATA GAA TCT AAT TGG AGA TGT GGA 828 
Lys He He Gin Asp He Glu Thr He Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly 
240 245 250 

AGA CAT AGT TTA CAG AGA ATT CAC TGC CGA AGT GAA ACA AGC AAA GGA 876 
Arg His Ser Leu Gin Arg He His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly 
255 260 265 

GTT TAC TGT TTA CAG TAT GAT GAT CAG AAA ATA GTA AGC GGC CTT CGA 924 
Val Tyr Cys Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg 
^'^O 275 280 285 

GAC AAC ACA ATC AAG ATC TGG GAT AAA AC ACA TTG GAA TGC AAG CGA 972 
Asp Asn Thr He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg 
290 295 300 

ATT CTC ACA GGC CAT ACA GGT TCA GTC CTC TGT CTC CAG TAT GAT GAG 1020 
He Leu Thr Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu 
305 310 315 

AGA GTG ATC ATA ACA GGA TCA TCG GAT TCC ACG GTC AGA GTG TGG GAT 1068 
Arg Val He He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp 
320 325 330 
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GTA AAT ACA GGT GAA ATG CTA AAC ACG TTG ATT CAC CAT TGT GAA GCA 
Val Asn Thr Gly Glu Met Leu Asn Thr Leu He His His Cys Glu Ala 
335 340 345 

GTT CTG CAC TTG CGT TTC AAT AAT GGC ATG ATG GTG ACC TGC TCC AAA 
Val Leu His Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys 
"° 355 360 365 

GAT CGT TCC ATT GCT GTA TGG GAT ATG GCC TCC CCA ACT GAC ATT ACC 
Asp Arg Ser He Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp He Thr 
370 375 380 

CTC CGG AGG GTG CTG GTC GGA CAC CGA GCT GCT GTC AAT GTT GTA GAC 
Leu Arg Arg Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asn 
385 390 395 

TTT GAT GAC AAG TAC ATT GTT TCT GCA TCT GGG GAT AGA ACT ATA AAG 
Phe Asp Asp Lys Tyr He Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr He Lvs 
400 405 410 

GTA TGG AAC ACA AGT ACT TGT GAA TTT GTA AGG ACC TTA AAT GGA CAC 
Val Trp Asn Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His 

420 425 

AAA CGA GGC ATT GCC TGT TTG CAG TAC AGG GAC AGG CTG GTA GTG AGT 
Lys Arg Gly He Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser 

435 440 445 

GGC TCA TCT GAC AAC ACT ATC AGA TTA TGG GAC ATA GAA TGT GGT GCA 
Gly Ser Ser Asp Asn Thr He Arg Leu Trp Asp He Glu Cys Gly Ala 
450 455 46b 

TGT TTA CGA GTG TTA GAA GGC CAT GAG GAA TTG GTG CGT TGT ATT CGA 
Cys Leu Arg Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys He Arc 
465 470 475 

TTT GAT AAC AAG AGG ATA GTC AGT GGG GCC TAT GAT GGA AAA ATT AAA 
Phe Asp Asn Lys Arg He Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys He Lys 
480 485 49Q 

GTG TGG GAT CTT GTG GCT GCT TTG GAC CCC CGT GCT CCT GCA GGG ACA 
Val Trp Asp Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr 
495 500 505 

CTC TGT CTA CGG ACC CTT GTG GAG CAT TCC GGA AGA GTT TTT CGA CTA 
Leu cys Leu Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg llu 

515 520 525 

Gin pJI 11"" '^'"'^ """^^ '^^^ ^'^^ CAT GAT GAC ACA ATC 

Gin Phe Asp Glu Phe Gin He Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr He 
530 535 54Q 

II?, '^""'^ '^'^ ''^^ ^^"^ '^CC CAA GCT GAA CCC CCC 

Leu He Trp Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro 
545 550 555 

CGT TCC CCT TCT CGA ACA TAC ACC TAC ATC TCC AGA TAAATAACCA 
Arg Ser Pro Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr He Ser Arq 
560 565 

TACACTGACC TCATACTTGC CCAGGACCCA TTAAAGTTGC GGTATTTAAC GTATCTGCCA 
ATACCAGGAT GAGCAACAAC AGTAACAATC AAACTACTGC CCAGTTTCCC TGGACTAGCC 



1116 

1164 

1212 

1260 

1308 

1356 

1404 

1452 

1500 

1548 

1596 

1644 

1692 

1740 

1786 

1846 
1906 
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GAGGAGCAGG GCTTTGAGAC TCCTGTTGGG ACACAGTTGG TCTGCAGTCG GCCCAGGACG 1966 

GTCTACTCAG CACAACTGAC TGCTTCAGTG CTGCTATCAG AAGATGTCTT CTATCAATTG 2026 

TGAATGATTG GAACTTTTAA ACCTCCCCTC CTCTCCTCCT TTCACCTCTG CACCTAGTTT 2086 

TTTCCCATTG GTTCCAGACA AAGGTGACTT ATAAATATAT TTAGTGTTTT GCCAGAAAAA 2146 
AAAAA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 569 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu Lys Phe Met 
15 10 15 

Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cys Asn Asn Gly Glu Pro Pro Arg Lys 
20 25 30 

lie lie Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn Ser Cys Ala 
35 40 45 

Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser Thr Ala Met 
50 55 60 

Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn Gly Thr Ser 
" 70 75 80 

Ser Met He Val Pro Lys Gin Arg Lys Leu Ser Ala Ser Tyr Glu Lvs 
85 90 95 

Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser Glu Ser Asp 
100 105 

Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu He Ser Gin Met Cys His Tyr Gin 

120 125 

His Gly His He Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin Arg Asp Phe 
l-*0 135 

lie Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp His He Ala Glu Asn He 

150 155 160 

Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cys Ala Ala Glu Leu Val Cys 
165 170 175 

Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp Lys Lys Leu 
180 185 190 

He Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly Leu Ala Glu 
195 200 205 

Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro Pro Asp Gly 
210 215 220 



2151 
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Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro Lys lie He 
225 230 235 240 

Gin Asp He Glu Thr He Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly Arg His Ser 
245 250 255 

Leu Gin Arg He His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly Val Tyr Cys 
260 265 270 

Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg Asp Asn Thr 
275 280 285 

He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg He Leu Thr 
290 295 300 

Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu Arg Val He 

310 315 320 

He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp Val Asn Thr 
325 330 335 

Gly Glu Met Leu Asn Thr Leu He His His Cys Glu Ala Val Leu His 
340 345 350 

Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys Asp Arq Ser 
355 360 365 

He Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp He Thr Leu Arg Arq 
370 375 "=* ^ 

Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp Phe Asp Asp 

390 395 400 

Lys Tyr He Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr He Lys Val Trp Asn 
405 410 415 

Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His Lys Arg Glv 
420 425 430 

He Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser Gly Ser Ser 
435 440 445 

Asp Asn Thr He Arg Leu Trp Asp He Glu Cys Gly Ala Cys Leu Arg 
450 455 4gQ 

Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys He Arg Phe Asp Asn 
^" 470 475 480 

Lys Arg He Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys He Lys Val Trp Asp 
485 490 495 

Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr Leu Cys Leu 
500 505 510 

Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu Gin Phe Asp 
515 520 525 

Glu Phe Gin He Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr He Leu He Trp 
530 535 540 ^ 

Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro Arg Ser Pro 
545 550 



555 560 



Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr He Ser Arg 
565 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
CCAAACTGCG TATAACGCG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
GGTGAATCAA CGTGTTTAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
GGATGATGTA TATAACTATC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 



TTTATCCCAG ATCTTGATTG TGTTG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CCAGGATCCT TATACAACAT TGACAGCAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CCAGGATCCT TAGTCCCAGA TGAGGATTG 
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